






































































The	 specialized	 metabolism	 of	 plants	 (also	 called	 secondary	 metabolism)	 and	 the	
evolution	of	proteins	are	 two	fascinating	and	active	 fields	of	biological	research	which	
overlap	in	the	subject	of	the	present	doctoral	thesis:	pyrrolizidine	alkaloid	biosynthesis.	
On	 the	 one	 hand,	 pyrrolizidine	 alkaloids	 (PAs)	 represent	 a	 typical	 group	 of	 plant	
specialized	metabolites.	These	compounds	are	produced	only	by	specific	flowering	plant	
taxa	and	are	important	for	the	plant’s	 interactions	with	its	environment.	 In	the	case	of	







The	 range	 of	 flowering	 plants	 species	 that	 produces	 PAs	 is	wide	 and	 includes	 several	
grass	species	(family	Poaceae).	While	there	is	extensive	literature	on	HSS	biochemistry	
and	evolution	as	well	 as	on	natural	 occurrences	 and	 the	 structural	diversity	of	PAs	 in	
general,	 only	 very	 little	 of	 it	 deals	 with	 PAs	 produced	 by	 the	 members	 of	 the	 grass	




variety	 of	 species.	 Subsequent	 phylogenetic	 analyses	 revealed	 that	 in	 the	 course	 of	
Poaceae	 evolution	 the	 dhs	 gene	 experienced	 several	 duplication	 events	 two	 of	 which	
gave	 rise	 to	 two	distinct	hss	 gene	 clusters	 specific	 for	different	 subfamilies	within	 the	
Poaceae.	 The	 molecular	 evolution	 is	 further	 reconstructed	 using	 in‐depth	 selection	
analysis	methods	in	combination	with	in	vitro	functional	characterization	of	extant	and,	
especially,	 ancestral	 enzymes.	 Using	 these	 techniques	 revealed	 how	 gene	 duplicates	
were	retained	in	the	respective	genome	either	through	neo‐	or	subfunctionalization.	
Insights	 into	 the	 prevalence	 of	 PA	 biosynthesis	 within	 the	 grass	 family	 were	 gained	
using	 liquid	 chromatography‐mass	 spectrometry	 (LC‐MS).	 A	 selection	 of	 grass	 species	
from	the	Pooideae	subfamily	were	grown	under	controlled	conditions	and	examined	for	
PA	occurrences.	The	results	showed	that	the	presence	of	plant‐produced	PAs	is	actually	
limited	 within	 grasses	 in	 several	 ways.	 First,	 the	 only	 PA	 structures	 detected	 were	
thesinine	 and	 glycosides	 thereof.	 Second,	 in	 contrast	 to	 the	 previously	 confirmed	




Taking	 all	 results	 together	 we	 now	 have	 a	 much	 better	 understanding	 of	 grass	 PA	
biosynthesis.	While	our	knowledge	on	the	evolution	of	the	grass	HSS	and	DHS	as	well	as	







und	 die	 Evolution	 von	 Proteinen	 sind	 zwei	 faszinierende	 Forschungsgebiete	 der	
Biologie,	 die	 sich	 im	 Thema	 der	 vorliegenden	 Doktorarbeit,	 der	 Pyrrolizidinalkaloid‐
Biosynthese,	 wiederfinden.	 Einerseits	 handelt	 es	 sich	 bei	 der	 Molekülgruppe	 der	
Pyrrolizidinalkaloide	 (PAs)	 um	 ein	 typisches	 Beispiel	 für	 spezialisierte	Metabolite,	 da	
diese	 nur	 in	 spezifischen	 Angiospermen‐Taxa	 zu	 finden	 sind.	 Zudem	 sind	 diese	
Verbindung	 am	 Zusammenspiel	 zwischen	 der	 Pflanze	 und	 ihrer	 Umwelt	 beteiligt.	 So	
sind	 die	 PAs	 vor	 allem	 bekannt	 für	 ihre	 Funktion	 in	 der	 chemischen	 Abwehr	 von	
Herbivoren.	Andererseits	liefern	die	spezialisierten	Stoffwechselwege	auch	interessante	
Beispiele	 für	 die	 Proteinevolutions‐Forschung.	 In	 Pflanzen	 katalysiert	 eine	
Homospermidinsynthase	 (HSS)	 den	 ersten	 Schritt	 der	 PA‐Biosynthese.	 Das	
entsprechende	HSS‐Gen	 ist	 aus	 einem	Genduplikat	 der	 Desoxyhypusinsynthase	 (DHS)	
entstanden.	 Dabei	 ist	 besonders	 interessant,	 dass	 das	 HSS‐Gen	 im	 Laufe	 der	
Angiospermen‐Evolution	mehrere	Male	 aus	 unterschiedlichen	Duplikationsereignissen	
heraus,	in	verschiedenen	Pflanzengruppen	unabhängig	voneinander	entstanden	ist.		
Die	 Biosynthese	 von	 PAs	 findet	man	 in	 den	 unterschiedlichsten	 Angiospermen‐Arten,	
und	so	auch	in	einigen	Grasarten	(Familie	Poaceae).	Allerdings	ist	über	gras‐spezifische	
HSS	sowie	über	die	Verbreitung	und	Vielfalt	der	PA‐Strukturen	in	Gräsern,	im	Gegensatz	
zu	 anderen	 Pflanzengruppen,	 sehr	 wenig	 bekannt.	 Die	 Forschungsergebnisse,	 die	 in	
dieser	Arbeit	vorgestellt	werden,	sollen	daher	die	Wissenslücke,	die	 in	diesem	Bereich	
existiert,	füllen.	
Ein	 Schwerpunkt	 der	 Untersuchungen	 lag	 auf	 der	 Evolution	 der	 HSS	 und	 DHS	 in	 der	
Gras‐Familie.	Hierfür	wurden	die	codierenden	Sequenzen	der	entsprechenden	Gene	aus	
verschiedenen	 Gras‐Arten	 identifiziert	 und	 phylogenetisch	 untersucht.	 Dabei	 hat	 sich	
gezeigt,	dass	innerhalb	der	Gräser	die	DHS	mehrere	Duplikationen	durchlaufen	ist	und	
dass	 dabei	 zweimal	 unabhängig	 voneinander	 in	 unterschiedlichen	 Gras‐Untergruppen	
eine	HSS	entstanden	 ist.	Die	Evolutionsgeschichte	dieser	Gene	wurde	weiter	unter	zur	
Hilfenahme	von	Selektionsanalysen	weiter	aufgeklärt	und	mit	Ergebnissen	aus	 in	vitro	
funktionellen	 Analysen	 von	 rezenten	 und	 insbesondere	 von	 anzestralen	 Proteinen	
ergänzt.	 Die	 Ergebnisse	 geben	 uns	 grundsätzliche	 Einblicke	 über	 die	 Evolution	 von	
Genduplikaten	und	wie	diese	zum	Beispiel	durch	Mechanismen	wie	die	Neo‐	oder	Sub‐
funktionalisierung	im	Genom	fixiert	werden	können.			
Um	 zu	 ermitteln	 wie	 weit	 die	 Fähigkeit	 zur	 PA‐Biosynthese	 innerhalb	 der	 Gräser	
verbreitet	ist,	wurden	Pflanzen	aus	der	Gras‐Unterfamilie	Pooideae	unter	kontrollierten	
Bedingungen	 angezogen	 und	 dann	 mittels	 Flüssigchromatographie	 gekoppelt	 mit	










PA‐Biosynthese	 in	 Gräsern	 und	 dazu	 viele	 interessante	Anhaltspunkte	 für	 die	weitere	
Erforschung	dieser	Eigenschaft	in	Gräsern.	
 	
